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บทคัดย่อ 
 
 การเปลี่ยนแปลงของกระบวนการเติมสารคาร์โบไฮเดรตให้กับโปรตีนมีการรายงานในมะเร็งชนิดต่าง 
ๆ รวมถึงในมะเร็งท่อน ้าดี การศึกษาครั งนี เป็นการวิเคราะห์รูปแบบของสารคาร์โบไฮเดรตชนิด N-glycans 
ที่มีการแสดงออกในซีรัมของผู้ป่วยมะเร็งท่อน ้าดีเปรียบเทียบกับซีรัมของประชากรปกติ โดยอาศัยเทคนิค 
mass spectrometry ผลการศึกษาพบว่า รูปแบบสารคาร์โบไฮเดรตชนิด N-glycans ประกอบด้วย 9 
โครงสร้าง โดยแบ่งเป็นโครงสร้างแบบ high-mannose types จ านวน 5 โครงสร้าง (M5N2, M6N2, M7N2, 
M8N2 และ M9N2) และโครงสร้างแบบ complex types จ านวน 4 โครงสร้าง (NeuAc1H2N2M3N2, 
NeuAc2H2N2M3N2, NeuAc2H2N3M3N2F และ NeuAc3H3N3M3N2F) พบว่า M7N2 มีการแสดงออก
มากที่สุดในกลุ่มของโครงสร้างแบบ high-mannose types (control 12.12±2.54% vs. tumor 
9.27±2.66%) และ NeuAc2H2N2M3N2 มีการแสดงออกมากที่สุดในกลุ่มของโครงสร้างแบบ complex 
types (control 61.17±2.55% vs. tumor 64.68±4.23%) เมื่อเปรียบเทียบความแตกต่างระหว่างซีรัมของ
ผู้ป่วยมะเร็งท่อน้ าดี (n=8) กับซีรัมของประชากรปกติ (n=4) พบว่าการแสดงออกของสารคาร์โบไฮเดรตชนิด 
M6N2 (p=0.044) และ NeuAc3H3N3M3N2F (p=0.002) มีปริมาณเพ่ิมขึ้นอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 
ในทางตรงกันข้าม สารคาร์โบไฮเดรตชนิด M9N2 (p=0.030) มีการแสดงออกที่ลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 
การแสดงออกของโครงสร้างของสารคาร์โบไฮเดรตที่เปลี่ยนแปลงในซีรัมของผู้ป่วยมะเร็งท่อน้ าดีบ่งบอกถึง
ความสัมพันธ์ของสารคาร์โบไฮเดรตกับการด าเนินโรค ซึ่งอาจน าไปประยุกต์ใช้ในการวินิจฉัยและติดตามการ
พยากรณ์โรคของมะเร็งท่อน้ าดีได้  
 
 
 
 
 
 
 
 
  
Abstract 
 
Alterations in protein glycosylation have been reported in various cancers, including 
cholangiocarcinoma (CCA). Using nanospray ionization-linear ion trap mass spectrometry (NSI-
MSn), we demonstrated the comparative structural glycomics of the N-linked glycans in 
serum from CCA patients compared with healthy controls. Five high-mannose types and 4 
complex types of N-linked glycans were detected. M7N2 was the most abundant structure 
among the high-mannose types (control 12.12±2.54% vs. tumor 9.27±2.66%), while 
NeuAc2H2N2M3N2 predominated the complex types (control 61.17±2.55% vs. tumor 
64.68±4.23%). Between the 4 control and 8 tumor cases, the respective 3 N-glycans with 
significantly different amounts was M6N2 (p=0.044), M9N2 (p=0.030) and NeuAc3H3N3M3N2F 
(p=0.002). These 3 glycan structures may, therefore, be associated with tumor progression 
and useful for diagnosis.  
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 สารบัญ 
 หน้า 
กิตติกรรมประกาศ ก 
บทคัดย่อ ข 
Abstract ฃ 
สารบัญ ค 
สารบัญรูป 
สารบัญตาราง 
ฅ 
ฆ 
บทที่ 1 บทน้า   
   ความส้าคญัและท่ีมาของปัญหาการวิจัย 1 
   วัตถุประสงค์ของการวิจัย 2 
   ขอบเขตของการวิจัย 2 
   ประโยชน์ที่ได้รับจากการวิจัย 2 
บทที่ 2 งานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 4 
บทที่ 3 วิธีด้าเนินการวิจัย   
   สารเคมี  5 
   วิธีด้าเนินการวิจัย 5 
   สถิติที่ใช้วิเคราะห์ข้อมูล  6 
บทที่ 4 ผลการวิจัย   
  โครงสร้างสารคาร์โบไฮเดรตชนิด N-glycans ในซีรัมของผู้ป่วยมะเร็งท่อน ้าดีและซีรัม 
ประชากรปกต ิ 
9 
  การเปลี่ยนแปลงการแสดงออกของสารคาร์โบไฮเดรตชนิด N-glycans ในซีรัมของผู้ป่วย 
มะเร็งท่อน ้าดีและซีรัมของประชากรปกต ิ
12 
  ความสัมพันธ์ของการแสดงออกของสารคาร์โบไฮเดรตชนิด N-glycans ในซีรัมของผู้ป่วยมะเร็ง 
ท่อน ้าดีกับลักษณะทางพยาธิวิทยาและอาการทางคลินิก  
12 
บทที ่5 สรุปผลการวิจัย อภิปรายผล และข้อเสนอแนะ   14 
บรรณานุกรม      16 
ภาคผนวก  
 ผลงานการตีพิมพ์ 22 
ประวัติผู้วิจัย 30 
 สารบัญรูป 
       Āน้า 
รูปที่ 1. รูปแบบÿารคาร์โบไฮเดรตชนิด N-glycans ในซีรัมของผู้ป่วยมะเร็งท่อน ้าดี 
และซีรัมของประชากรปกติโดย NSI-MS 
9 
รูปที่ 2. การวิเคราะĀ์อนุพันธ์( MS2) โครงÿร้างของÿารคาร์โบไฮเดรตแบบ high-
mannose types และ complex types จากซีรัมของผู้ป่วยมะเร็งท่อน้้าดี 
10 
 
 
       
 
 สารบัญตาราง  
     หน้า 
ตารางที่ 1. การแสดงออกของสารคาร์โบไฮเดรตชนิด N-glycans ในซีรัมของผู้ป่วย 
มะเร็งท่อน ้าดีและซีรัมของประชากรปกติ   
11 
ตารางที ่2. ความสัมพันธ์ของการแสดงออกของสารคาร์โบไฮเดรตชนิด N-glycans 
ในซีรัมของผู้ป่วยมะเร็งท่อน ้าดีกับลักษณะทางพยาธิวิทยาและอาการ 
ทางคลินิก (n = 8) 
13 
 
  
 
 บทที่ 1  
บทน ำ 
1. ควำมส ำคัญและท่ีมำของปัญหำกำรวิจัย 
 มะเร็งท่อน ้ำดีเป็นมะเร็งที่เกิดจำกเซลล์เยื่อบุผนังของท่อทำงเดินน ้ำดีทั งภำยในและภำยนอกตับแต่ไม่
รวมถึงเยื่อบุของถุงน ้ำดีและ Papilla of Vater (1) จำกกำรศึกษำของ Parkin และหน่วยมะเร็งของโรง 
พยำบำลศรีนครินทร์ จังหวัดขอนแก่น พบว่ำโรคมะเร็งท่อน ้ำดีมีอุบัติกำรณ์สูงมำกที่สุดในโลกที่จังหวัด
ขอนแก่น ประเทศไทย โดยเกิดในผู้ชำยมำกกว่ำผู้หญิง คือ 88.1 ต่อ 100,000 ในชำย และ 36.7 ต่อ 
100,000 ในหญิง และเกิดในกลุ่มคนอำยุ 45-65 ปี (2, 3) จำกกำรศึกษำ ณ ปัจจุบันพบว่ำกำรเกิดมะเร็งท่อ
น ้ำดีมีควำมสัมพันธ์กับกำรติดเชื อพยำธิใบไม้ตับ (Opisthorchis viverrini) และกำรรับประทำนอำหำร
ประเภทหมักดอง เช่น ปลำร้ำ ปลำจ่อม และปลำเจ่ำ ซึ่งมีสำรประกอบ N-nitroso compound และ 
Nitrosamine โดยข้อมูล ดังกล่ำวได้รับกำรสนับสนุนโดยงำนวิจัยทั งในห้องปฏิบัติกำรและในสัตว์ทดลอง (4-
7)  
กำรวินิจฉัยโรคมะเร็งท่อน ้ำดีในระยะเริ่มต้นท้ำได้ยำก ผู้ป่วยส่วนใหญ่ที่เข้ำรับกำรรักษำจะได้รับกำร
วินิจฉัยว่ำเป็นมะเร็งท่อน ้ำดีในระยะท้ำย กำรรักษำด้วยกำรผ่ำตัดและรังสีรักษำมักไม่ได้ผล ดังนั นจึงมีควำม
จ้ำเป็นเร่งด่วนในกำรหำสำรชี วัดชีวภำพ (Biomarkers) และวิธีกำรตรวจคัดกรองโรคในระยะแรก (Early 
detection) เพ่ือช่วยในกำรวินิจฉัยและกำรพยำกรณก์ำรรักษำของโรคมะเร็งท่อน ้ำดี  
ณ ปัจจุบันพบว่ำสำรคำร์โบไฮเดรตโดยเฉพำะสำรไกลโคโปรตีนมีควำมสัมพันธ์กับกำรเปลี่ยนแปลงของ
เซลล์มะเร็ง (8) กำรศึกษำในซีรัมของผู้ป่วยมะเร็งท่อน ้ำดีพบว่ำคำร์โบไฮเดรตแอนติเจน S121 มีควำมสัมพันธ์
กับกำรพยำกรณ์โรคและจ้ำเพำะกับมะเร็งท่อน ้ำดี  (9) กำรศึกษำในสัตว์ทดลองพบกำรแสดงออกของ
แอนติเจน S121 ในเซลล์ของเนื อเยื่อทำงเดินน ้ำดีในระยะแรกของกำรเป็นมะเร็งและมีกำรแสดงออกของ
แอนติเจนมำกขึ นเมื่อมีกำรเจริญของเนื อเยื่อมะเร็ง (10) กำรศึกษำในเนื อเยื่อของผู้ป่วยมะเร็งท่อน ้ำดีด้วย
เทคนิค Immunohistochemistry พบกำรแสดงออกที่เพ่ิมขึ นของสำรคำร์โบไฮเดรต GlcNAc (11) และ
เอนไซม์ O-GlcNAc transferase ที่ใช้ในกระบวนกำร O-linked glycosylation (12) กำรศึกษำในซีรัมของ
ผู้ป่วยมะเร็งท่อน ้ำดีด้วยเทคนิค Sandwich ELISA พบคำร์โบไฮเดรต epitope CA-S27 มีควำมเกี่ยวข้องกับ
กำรด้ำเนินโรคและอำจน้ำมำใช้ในกำรวินิจฉัยและพยำกรณ์โรคได้ (13) มีกำรศึกษำโดยเทคนิค lectin micro-
array เพ่ือ ตรวจหำสำรไกลโคโปรตีนในซีรัมของผู้ป่วยมะเร็งท่อน ้ำดีซึ่งอำจน้ำมำใช้ในกำรวินิจฉัยโรคได้ (14) 
ล่ำสุดมีกำร ศึกษำโครงสร้ำงของสำรคำร์โบไฮเดรตในเซลล์เพำะเลี ยงมะเร็งท่อน ้ำดีพบว่ำ กำรแสดงออกของ
 2 
ÿารคาร์โบไฮเดรตมีคüามแตกต่างกันในแต่ละจุลกายüิภาคýาÿตร์ (Histological types) ของมะเร็งท่อน  าดี
และÿัมพันธ์กับการด าเนินโรค (15) 
การýึกþารูปแบบของÿารคาร์โบไฮเดรตในซีรัมของผู้ป่üยมะเร็งท่อน  าดีอาจน าไปÿู่การค้นพบÿารชี üัด 
ชีüภาพในการüินิจฉัยระยะแรกของมะเร็งท่อน  าดีและอาจเป็นเป้าĀมายตัüใĀม่ในการรักþาโรคมะเร็งต่อไป 
 
2. วัตถุประสงค์ของโครงกำรวิจัย 
1. เพ่ือýึกþารูปแบบของÿารคาร์โบไฮเดรตในซีรัมของผู้ป่üยมะเร็งท่อน  าดี 
2. เพ่ือĀารูปแบบของÿารคาร์โบไฮเดรตที่มีคüามÿัมพันธ์กับการด าเนินโรคของมะเร็งท่อน  าดี 
 
3. ขอบเขตของกำรวิจัย  
ขอบเขตในงานüิจัยนี ท าการýึกþาทางชีüเคมีในระดับโมเลกุลดังนี 
1. ýึกþาโครงÿร้างของÿารคาร์โบไฮเดรตในซีรัมของผู้ป่üยมะเร็งท่อน  าดีทั งในเชิงคุณภาพและเชิง
ปริมาณโดยอาýัยเทคนิค Mass spectrometry และ HPLC  
2. ýึกþาคüามÿัมพันธ์ของÿารคาร์โบไฮเดรตที่พบในซีรัมของผู้ป่üยมะเร็งท่อน  าดีแต่ละประเภท
เปรียบเทียบกับประชากรปกติ 
 
4. ประโยชน์ที่ได้รับจำกกำรวิจัย  
  การแÿดงออกของโครงÿร้างของÿารคาร์โบไฮเดรตที่เปลี่ยนแปลงในซีรัมของผู้ป่üยมะเร็งท่อน  าดีบ่ง
บอกถึงคüามÿัมพันธ์ระĀü่างÿารคาร์โบไฮเดรตชนิด N-glycans กับการด าเนินโรค ÿารคาร์โบไฮเดรต M6N2 
และ NeuAc3H3N3M3N2F ซึ่งมีการแÿดงออกที่มีนัยÿ าคัญทางÿถิติอาจน าไปประยุกต์ใช้เป็นÿารชี üัด
ชีüภาพ (biomarkers) เพ่ือใช้ในการüินิจฉัยและติดตามการพยากรณ์โรคมะเร็งท่อน  าดีได้  
การน าเÿนอผลงานในการประชุมüิชาการและผลงานการตีพิมพ์ 
1) การน าเÿนอผลงานüิจัย: 
น าเÿนอในรูปแบบüาจา (Oral presentation) ในการประชุมüิชาการ Frontier in Cancer 
Research II: “Glycomics and Proteomics in Biomedicine: Basic to Advance Application” จัดขึ น
üันที่ 18-19 พฤþภาคม 2559 ณ อาคารเüชüิชชาคาร คณะแพทยýาÿตร์ มĀาüิทยาลัยขอนแก่น โดยน าเÿนอ
ในĀัüข้อเรื่อง“Increased expression of NeuAc3H3N3M3N2F tri-antennary N-glycans in 
cholangiocarcinoma serum”  
 
 3 
2) ผลงานการตีพิมพ์:  
Talabnin K, Talabnin C, Ishihara M, Azadi P. Increased expression of the high-
mannose M6N2 and NeuAc3H3N3M3N2F tri-antennary N-glycans in cholangiocarcinoma. 
Oncol lett. 2018; 15: 1030-1036. (รายละเอียดในภาคผนวก) 
 
 
 
 
 บทที ่2 
เอกสำรและงำนวิจัยที่เกี่ยวข้อง 
 มะเร็งท่อน  าดีเป็นมะเร็งที่เกิดจากเซลล์เยื่อบุผนังของท่อทางเดินน  าดี ซึ่งรüมถึงท่อทางเดินน  าดี
ภายในและภายนอกตับแต่ไม่รüมถึงเยื่อบุของถุงน  าดีและ Papilla of Vater (1) มากกü่าร้อยละ 90 ของ
ผู้ป่üยมะเร็งท่อน  าดีเป็นมะเร็งชนิด adenocarcinoma ซึ่งแบ่งตามลักþณะของเนื อเยื่อมะเร็งได้ 4 ชนิด 
ได้แก่ (1) adenocarcinoma (2) papillary adenocarcinoma (3) intestinal-type adenocarcinoma 
และ (4) mucinous adenocarcinoma (16) มะเร็งท่อน  าดีเป็นมะเร็งที่พบมากเป็นอันดับที่ 2 ในกลุ่มของ
มะเร็งตับโดยคิดเป็นร้อยละ 30 ของกลุ่มมะเร็งตับจากทั่üโลกและมีอัตราการตายÿูงเนื่องจากการตรüจ
üินิจฉัยพบในระยะท้ายของการเป็นโรคมะเร็ง (17, 18) อุบัติการณ์ของการเกิดโรคมะเร็งท่อน  าดีมีแนüโน้ม
เพ่ิมÿูง ขึ นทั งในยุโรปและÿĀรัฐอเมริกา (19-21) โดยมีอุบัติการในÿĀรัฐอเมริกาโดยประมาณอยู่ที่ 2000-
3000 รายต่อปี (22) ในยุโรปอุบัติการณ์ของการเกิดมะเร็งตับมีแนüโน้มลดลงแต่พบü่าอุบัติการณ์ของมะเร็ง 
ท่อน  าดีมีแนüโน้มÿูงขึ นร้อยละ 9 จากข้อมูลในปัจจุบันพื นที่ที่มีอุบัติการณ์ของมะเร็งท่อน  าดีÿูงที่ÿุดในโลกคือ
พื นที่ลุ่มแม่น  าโขงตอนล่างของเอเชียตะüันออกเฉียงใต้ซึ่งมีการระบาดของพยาธิใบไม้ตับ Opisthorchis 
viverrini  
 ÿาเĀตุของการเกิดมะเร็งท่อน  าดีมีคüามÿัมพันธ์กับกระบüนการอักเÿบเรื อรั งและการอุดตันของท่อ
ทางเดินน  าดีจากการเป็นโรค เช่น โรค Primary sclerosing cholangitis โรค hepatolithiasis การติดเชื อ
พยาธิใบไม้ตับ O. viverrini Āรือ Clonorchis sinensis (23, 24) ในเอเชียการติดเชื อพยาธิใบไม้ตับ O. 
viverrini เป็นปัจจัยเÿี่ยงÿ าคัญของมะเร็งท่อน  าดีในประเทýไทย ลาü และมาเลเซีย ขณะที่การติดเชื อ C. 
sinensis พบในผู้ป่üยมะเร็งท่อน  าดีในประเทýญี่ปุ่น เกาĀลี และเüียดนาม (25, 26) คüามÿัมพันธ์ของการติด
เชื อพยาธิใบไม้ตับ O. viverrini กับการเกิดมะเร็งท่อน  าดีมีการรายงานกันอย่างแพร่Āลายทั งในเชิงระบาด
üิทยาและในÿัตü์ทดลอง ในปี ค.ý. 1994 พยาธิใบไม้ตับ O. viverrini ไดถู้กจัดใĀ้เป็นÿารก่อมะเร็งชนิด type 
I carcinogen โดย International Agency for Research in Cancer (IARC) ซึ่งจัดใĀ้อยู่ในกลุ่มเดียüกันกับ
เชื อ Helicobactor pylori เชื อแบคทีเรียก่อโรคมะเร็งกระเพาะอาĀาร (27)  
 การรักþามะเร็งท่อน  าดีประกอบด้üยการผ่าตัดตับ (liver resection) การปลูกถ่ายอüัยüะ 
(transplantation) และรังÿีรักþา (Radio therapy) (28-30) ซึ่งโดยทั่üไปแล้üการพยากรณ์โรคของมะเร็ง 
ท่อน  าดีถือü่าไม่ดี โดยมีอัตราการรอดชีüิต 5 ปีĀลังการรักþา (5-year survival rates) น้อยกü่าร้อยละ 20 
(31-34) การรักþาทีไ่ด้ผลดÿีามารถพบได้ในผู้ป่üยมะเร็งท่อน  าดีแบบ perihilar cholangiocarcinoma ด้üย
การรักþาแบบ neo-adjuvant therapy ร่üมกับการผ่าตัดมีอัตราการรอดชีüิต 5 ปีĀลังการรักþาร้อยละ 65 
(35) การตรüจüินิจฉัยในระยะแรกของมะเร็งน าไปÿู่การผ่าตัดที่ประÿบคüามÿ าเร็จและเพ่ิมโอกาÿการรอด
ชีüิตและคุณภาพชีüิตของผู้ป่üย (31, 36, 37) 
 ในประเทýไทยมีการประมาณจ านüนผู้เÿียชีüิตจากมะเร็งท่อน  าดีเฉพาะในภาคอีÿานมากกü่า 
20,000 คนต่อปี (38) โดยอัตราการตายมีคüามÿัมพันธ์โดยตรงกับคüามยากของการตรüจüินิจฉัยในระยะ
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เริ่มต้น ของมะเร็งซึ่งการรักþาโดยการผ่าตัดมีโอกาÿประÿบคüามÿ าเร็จ ผู้ป่üยÿ่üนใĀญ่ได้รับการüินิจฉัยü่า  
เป็นมะเร็งในระยะท้าย มะเร็งท่อน  าดีมักพบในผู้ป่üยอายุมากกü่า 40 ปี และพบในเพýชายมากกü่าเพýĀญิง 
ท าใĀ้นอกจากผู้ป่üยจะได้รับผลกระทบจากการเป็นมะเร็งท่อน  าดีแล้ü ครอบครัüของผู้ป่üยก็ได้รับผลกระทบ  
ทั งทางเýรþฐกิจและÿังคม (39) 
กระบüนการเติมÿารคาร์โบไฮเดรต (Glycosylation) เป็นกระบüนการที่เกิดขึ นĀลังกระบüนการ 
ÿังเคราะĀ์โปรตีนโดยพบประมาณ 50% ของโปรตีนที ่พบในคน (40, 41) กระบüนการเติมÿาร
คาร์โบไฮเดรตใĀ้โปรตีนแบ่งได้เป็น 4 ชนิด ได้แก่ (1) N-linked glycosylation (2) O-linked 
glycosylation (3) C-glycosylation (42) และ (4) S-linked glycosylation (พบเฉพาะในแบคทีเรีย) (43, 
44)  
N-linked glycosylation พบบนกรดอะมิโนแอÿพาราจีน (Asn) ในล าดับกรดอะมิโน Asn-X-
Ser/Thr โดย X คือ กรดอะมิโนใดๆ ยกเü้น โพรลีน (Proline) กระบüนการ N-linked glycosylation 
เกิดขึ นบริเüณ rough endoplasmic reticulum (RER) ที่มีการเติมโมเลกุลของน  าตาล Man5GlcNAc2 ใĀ้
ÿารตั งต้น dolichol pyrophosphate ได้เป็นโครงÿร้าง Glc3Man9GlcNAc2-PP-dol (45-47). N-Glycans 
ÿามารถแบ่งตามชนิดและการจัดเรียงตัüของน  าตาลบนโครงÿร้างĀลักได้เป็น 3 ชนิด คือ (1) high-mannose 
type (2) antennary complex type และ (3) hybrid type (47)  
O-linked glycosylation พบบนกรดอะมิโนเซอรีน (Ser) Āรือ ทรีโอนีน (Thr) โดยการเติมน  าตาล 
กลูโคซามีน (N-acetylglucosamine) แมนโนÿ (mannose) ฟิüโคÿ (fucose) กลูโคÿ (glucose) กาแลคโต
ซามีน (N-acetylgalactosamine) Āรือ xylose บนกรดอะมิโนเซอรีนĀรือทรีโอนีน (Ser/Thr) (46, 47) 
โครงÿร้างเริ่มต้นที่พบมากที่ÿุดคือการเติม N-acetylgalactosamine ด้üยพันธะ α-glycosidic linkages 
บน Ser/Thr เกิดขึ นขณะที่โปรตีนถูกขนÿ่งผ่าน Golgi apparatus ในกระบüนการขนÿ่งÿารโปรตีน 
โครงÿร้าง O-glycans จะถูกต่อด้üยน  าตาลกาแลคโตÿ (galactose) Āรือ กาแลคโตซามีน (N-acetyl 
galactosamine) กรดเซียลิค (sialic acid) และ/Āรือ น  าตาลฟิüโคÿ (fucose) mucin type O-
glycosylation อาจเป็นÿารชี üัดชีüภาพของโรคมะเร็งที่ÿ าคัญเนื่องจากมีคüามเกี่ยüข้องของ O-linked 
glycosylation ในกระบüนการเกาะติดของเซลล์ (cell adhesion) การลุกลามของเซลล์ (invasion) และ
การตอบÿนองทางภูมิคุ้มกัน (immune response) (48) C-glycosylation เกิดจากการเติมน  าตาลแมนโนÿ
ใĀ้กรดอะมิโนทริฟโตแฟน (Trp) นอกจากนี โครงÿร้างของน  าตาลทั งĀลายอาจมีการเติมĀมู่ซัลเฟต 
(Sulfation) Āรือฟอÿเฟÿ (Phosphorylation) เพ่ือการดัดแปลงโครงÿร้างของโมเลกุล 
การüิเคราะĀ์ÿารคาร์โบไฮเดรตในไกลโคโปรตีนด้üยเทคนิค Mass spectrometry ท าได้โดยการ 
แยกÿารคาร์โบไฮเดรตออกจากโปรตีนด้üยเอนไซม์ เช่น PNGaseF (ÿ าĀรับ N-glycans) Āรือใช้ปฏิกิริยาเคมี 
(ÿ าĀรับ O-glycans) (49) จากนั นน าไปüิเคราะĀ์ด้üยเครื่อง mass spectrometer เพ่ือใĀ้กระบüนการแตก
ตัüเป็นไอออนของÿารคาร์โบไฮเดรตมีประÿิทธิภาพมากขึ น ÿารคาร์โบไฮเดรตจะถูกเปลี่ยนแปลงด้üย 
กระบüนการต่างๆ ได้แก่ permethylation (50, 51) Āรือ methylation (52, 53) Āรือ derivatization 
(54, 55) ก่อนที่จะท าการüิเคราะĀ์ด้üยเครื่อง mass spectrometer ÿารคาร์โบไอเดรตที่มีโครงÿร้าง 
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แตกต่างกันก็จะใĀ้ค่าÿัดÿ่üน mass/charge (m/z) ที่แตกต่างกันÿามารถใช้เป็นข้อมูลในการüิเคราะĀ์Āา 
ชนิดและองค์ประกอบของน  าตาลในโมเลกุลของÿารคาร์โบไฮเดรตที่ท าการýึกþาได้ 
การแÿดงออกของกระบüนการเติมÿารคาร์โบไฮเดรตที่เพ่ิมขึ นอาจเป็นผลมาจากจีนที่ผิดปกติ ภาüะ 
มะเร็งและการอักเÿบ การเปลี่ยนแปลงที่เกิดขึ นอาจÿ่งผลต่อโครงÿร้างและการท าĀน้าที่ของโปรตีน ต าแĀน่ง
ของการเติมÿารคาร์โบไฮเดรตบนโปรตีนและโครงÿร้างของÿารคาร์โบไฮเดรตÿามารถถูกเปลี่ยนแปลงในระยะ
เริ่มต้นĀรือในขณะของการด าเนินโรค ตัüอย่างเช่น การเปลี่ยนแปลงของกรดเซียลิกและน  าตาลแลกโตÿใน
โรคมะเร็ง (56) มีการýึกþาตัüชี üัดชีüภาพทั งในÿ่üนของโครงÿร้างและการแÿดงออกของไกลโคโปรตีนĀรือ
เฉพาะÿ่üนของคาร์โบไฮเดรตเพ่ือช่üยในการüินิจฉัยและการรักþาอย่างแพร่Āลายทั งในพลาÿมา (57, 58) 
ซีรัม (59, 60) เนื อเยื่อ (61, 62) และÿารคัดĀลั่ง (63, 64) มีการรายงานคüามÿัมพันธ์ของ N-linked 
glycoproteins ในมะเร็งต่อมลูกĀมาก (65, 66) มะเร็งเต้านม (67, 68) และมะเร็งรังไข่ (69, 70) มี
การýึกþา O-linked glycoproteins ในมะเร็งล าใÿ้ใĀญ่ (71) และมะเร็งต่อมลูกĀมาก (72) และมะเร็ง
กระเพาะอาĀาร (73) มีการýึกþา N- และ O-linked glycans เพ่ือใช้เป็นตัüชี üัดชีüภาพของโรคมะเร็งอย่าง
แพร่Āลาย (74-76)  
 
 
 บทที ่3 
วิธีด ำเนินกำรวิจัย 
1. สำรเคมี  
ÿารโซเดียมโบโรไฮไดด์ (NaBH4) และโซเดียมไฮดอกไซด์ (NaOH) ได้มาจากบริþัทซิกมา (Sigma-
Aldrich) ÿารไกลโคโปรตีนและÿารเคมีอ่ืนๆ ได้มาจากแĀล่งจ าĀน่ายÿารเคมีมาตรฐาน  
2. วิธีด ำเนินกำรวิจัย 
ตัวอย่างซีรัมของผู้ป่วยมะเร็งท่อน ้าดีและประชากรปกติ  
ตัüอย่างซีรัมของผู้ป่üยมะเร็งท่อน  าดีจ านüน 8 รายและซีรัมของประชากรปกติจ านüน 4 ราย ได้รับ 
คüามอนุเคราะĀ์จากýูนย์üิจัยพยาธิใบไม้ตับและมะเร็งท่อน  าดี คณะแพทยýาÿตร์ มĀาüิทยาลัยขอนแก่น 
ผ่านการพิจารณาของคณะกรรมการจริยธรรมการüิจัยในมนุþย์เลขที่ HE521209  
 
การเตรียมโปรตีนจากตัวอย่างซีรัม 
เตรียมตามüิธีของ Talabnin et al. (77) โดยใช้ 20 PL ของตัüอย่างซีรัมในแต่ละรายถูกÿกัดด้üย 
ÿารคลอโรฟอร์ม: เมทานอล: น  า ในอัตราÿ่üน 4:8:3 ที่อุณĀภูมิĀ้อง นาน 2 ชม. จากนั นท าการปั่นÿารÿกัด 
เพ่ือตกตะกอนโปรตีนที่คüามเร็ü 3000 รอบต่อนาที (rpm) นาน 15 นาที ตะกอนโปรตีนที่ได้จะถูกท าใĀ้แĀ้ง 
ด้üยก๊าซไนโตรเจนและเก็บไü้ในตู้ดูดคüามชื นที่ -20 ºC  
 
การเตรียมสารไกลโคเปปไทด์และสารคาร์โบไฮเดรตชนิด N-glycans  
ตะกอนโปรตีนจากตัüอย่างซีรัมจ านüน 1 mg จะถูกย่อยด้üยเอนไซม์ทริปซิน (trypsin) และไคโม- 
ทริปซิน (chymotrypsin) ที่อุณĀภูมิ 37 qC นาน 18 ชม. ในทริซบัฟเฟอร์ (0.1 M Tris-HCl, pH 8.2, 
containing 1 mM CaCl2) ÿารไกลโคเปปไทด์ที่ถูกย่อยจะถูกน าไปผ่าน Sep-Pak C18 cartridge column 
ตามüิธีของ Aoki et al. (78) จากนั นÿารไกลโคเปปไทด์จะถูกย่อยด้üยเอนไซม์ PNGaseF จ านüน 2 Pl (7.5 
U/mL) ในโซเดียมฟอÿเฟตบัฟเฟอร์ (50 PL of 20 mM sodium phosphate buffer, pH 7.5) ที่ 37 qC 
นาน 18 ชม. ÿารคาร์โบไฮเดรตชนิด N-glycans จะถูกแยกจากเปปไทด์และเอนไซม์โดยการÿกัดผ่าน Sep-
Pak C18 cartridge 
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การตรวจวิเคราะĀ์ด้วย Nanospray Ionization-Linear Ion Trap Mass Spectrometry 
การตรวจวิเคราะĀ์ด้วย NSI-MSn ตามวิธีของ Aoki et al. (78) ÿารคาร์โบไฮเดรตชนิด N-glycans 
จากการเติมĀมู่เมททิล (permethylation) ตามวิธีของ Anumula and Taylor (79) จะถูกละลายใน 1 mM 
NaOH ใน 50% เมทานอลและท าการฉีดÿารตัวอย่างเข้าÿู่เครื่อง linear ion trap mass spectrometer 
(LTQ; Thermo Scientific) โดยใช้ nanospray source โดยท าการตรวจวิเคราะĀ์ใน positive ion mode 
และตรวจ MS/MS spectra ที่ 28 % collision energy โดยใช้ total ion mapping (TIM) ซึ่งถูกควบคุม 
โดยโปรแกรม Xcalibur (software version 2.0) อนุพันธ์ของÿารคาร์โบไฮเดรต (fragmentation) ที่ได้จาก 
MS/MS spectra จะถูกวิเคราะĀ์และเรียกชื่อตามวิธีของ Domon และ Costello (80). 
 
ĀลักการวิเคราะĀ์โครงÿร้างÿารคาร์โบไฮเดรตชนิด N-glycans   
การวิเคราะĀ์โครงÿร้างของÿารคาร์โบไฮเดรตชนิด N-glycans ท าได้โดยอ้างอิงĀลักการดังนี (1) 
วิเคราะĀ์จาก NSI-MS parent mass ion (2) วิเคราะĀ์จาก NSI-MS/MS fragmentation ion และ (3) 
วิเคราะĀ์เปรียบเทียบกับโครงÿร้างคาร์โบไฮเดรตมาตรฐานและข้อจ ากัดของเอนไซม์ที่ใช้ในการÿังเคราะĀ์ÿาร
คาร์โบไฮเดรตในมนุþย์ ปริมาณการแÿดงออกของÿารคาร์โบไฮเดรตแต่ละชนิดจะถูกรายงานในรูปของร้อยละ 
(% Total Profile) โดยเทียบจากค่า signal intensity ของÿารคาร์โบไฮเดรตทั งĀมดที่ตรวจพบ  
3. ÿถิติที่ใช้วิเครำะĀ์ข้อมูล  
ปริมาณการแÿดงออกของÿารคาร์โบไฮเดรตแต่ละชนิด (% Total profile) ในซีรัมของผู้ป่วยมะเร็ง 
ท่อน  าดีเปรียบเทียบกับซีรัมของประชากรปกตริายงานในรูปของค่าเฉลี่ยและÿ่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (means 
± SD) วิเคราะĀ์ค่าความแตกต่างโดยใช้ independent t test วิเคราะĀ์ความÿัมพันธ์ระĀว่างการแÿดงออก 
ของÿารคาร์โบไฮเดรตกับพยาธิวิทยาและอาการแÿดงทางคลินิกโดยใช้ Χ2 test การวิเคราะĀ์ทางÿถิติ 
ทั งĀมดท าโดยโปรแกรม SPSS (IBM SPSS 19) ที่ระดับนัยÿ าคัญ p <0.05      
 
 บทที่ 4 
ผลกำรวิจัย 
1. โครงสร้ำงสำรคำร์โบไฮเดรตชนิด N-glycans ในซีรัมของผู้ป่วยมะเร็งท่อน  ำดีและซีรัมประชำกรปกติ  
รูปแบบÿารคาร์โบไฮเดรตชนิด N-glycans ในซีรัมของผู้ป่วยมะเร็งท่อน  าดีและซีรัมของประชากร 
ปกติแÿดงดังรูปที่ 1 ÿารคาร์โบไฮเดรตชนิด N-glycans ประกอบไปด้วย 9 โครงÿร้าง โดยแบ่งย่อย 
โครงÿร้างเป็นแบบ high-mannose types (M5-9N2) จ านวน 5 โครงÿร้าง ได้แก่ M5N2, M6N2, M7N2, 
M8N2 และ M9N2 (Structure 1, 3, 5, 7 และ 8 ตามล าดับ) และโครงÿร้างแบบ complex types จ านวน 
4 โครงÿร้าง (NeuAc1-3Hex2-3HexNAc2-3 + M3N2F0-1) ได้แก่ NeuAc1H2N2M3N2, NeuAc2H2N2- 
M3N2, NeuAc2H2N3M3N2F และ NeuAc3H3N3M3N2F (Structure 2, 4, 6 และ 9 ตามล าดับ) โดย
โครงÿร้างแบบ high-mannose types ที่ตรวจพบจะมีโครงÿร้างตั งแต่ M5N2-M9N2 ÿ่วนโครงÿร้างแบบ 
complex types พบโครงÿร้างในรูปของ bi-antennary structures (NeuAc1H2N2M3N2 และ 
NeuAc2H2N2M3N2) และ tri-antennary structures (NeuAc2H2N3M3N2F และ NeuAc3H3N3- 
M3N2F) โดยมีน  าตาลกาแล็กโตÿ (Gal) และกรดเซียลิก (NeuAc) เป็นน  าตาลตัวÿุดท้ายของโครงÿร้าง ตาราง
ที่ 1 แÿดงการเปรียบเทียบรูปแบบของÿารคาร์โบไฮเดรตชนิด N-glycans ในซีรัมของผู้ป่วยมะเร็งท่อ น  าดี
และซีรัมของประชากรปกติ และรูปที่ 2 แÿดงการวิเคราะĀ์อนุพันธ์โครงÿร้างของÿารคาร์โบไฮเดรตแบบ 
high-mannose types และ complex types 
 
รูปที่ 1. รูปแบบÿารคาร์โบไฮเดรตชนิด N-glycans ในซีรัมของผู้ป่วยมะเร็งท่อน  าดีและซีรัมของประชากร 
ปกติโดย NSI-MS พบโครงÿร้างของÿารคาร์โบไฮเดรตแบบ high-mannose types จ านวน 5 โครงÿร้าง 
และโครงÿร้างแบบ complex types จ านวน 4 โครงÿร้าง โดยตรวจพบโครงÿร้างที่ระดับประจุ 2+ และ 3+ 
รูปกราฟิกของโครงÿร้างและโมเลกุลของน  าตาลแÿดงตามระบบของ the Consortium for Functional 
Glycomics (http://glycomics.scripps.edu/CFGnomenclature.pdf).      
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รูปที่ 2. การวิเคราะĀ์อนุพันธ์( MS2) โครงÿร้างของÿารคาร์โบไฮเดรตแบบ high-mannose types และ 
complex types จากซีรัมของผู้ป่วยมะเร็งท่อน  าดี จากรูปแÿดงอนุพันธ์ของ parent ion ที่ m/z = 9042+ 
ของโครงÿร้างแบบ high-mannose type (A) และ parent ion ที่ m/z  = 12763+ ของโครงÿร้างแบบ 
complex type (B) อนุพันธ์ของ parent ion ที่ m/z = 9042+ (Structure 3) fragments ใน MS2 ใĀ้ m/z 
= 7652+ (loss of reducing end GlcNAc, ∆m/z = 1392+), และ m/z = 7952+ (loss of terminal man, 
∆m/z = 109
2+). อนุพันธ์ของ parent ion ที่ m/z = 12763+ (Structure 9) fragments ใน MS2 ใĀ้ m/z 
= 11053+ และ 10253+ (loss of terminal NeuAc (1st) และ NeuAc (2nd), ∆m/z = 1253+ตามล าดับ) 
และ m/z = 398 (terminal NeuAc with Na+ ) 
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ตำรำงที่ 1. กำรแสดงออกของสำรคำร์โบไฮเดรตชนิด N-glycans ในซีรัมของผู้ป่วยมะเร็งท่อน  ำดีและ 
ซีรัมของประชำกรปกติ  
Structures Group$ n Relative abundance (%) p values 
      Mean ± SD   
1 M5N2 N 4 2.45 ± 0.24 0.247 
 
T 8 2.19 ± 0.39 
 2 NeuAc1H2N2M3N2 N 4 14.21 ± 2.18 0.248 
 
T 8 12.58 ± 2.17 
 3 M6N2 N 4 3.13 ± 0.56 *0.044 
 
T 8 3.91 ± 0.55 
 4 NeuAc2H2N2M3N2 N 4 61.17 ± 2.55 0.162 
 
T 8 64.68 ± 4.23 
 5 M7N2 N 4 12.12 ± 2.54 0.106 
 
T 8 9.27 ± 2.66 
 6 NeuAc2H2N3M3N2F N 4 3.99 ± 0.50 0.554 
 
T 8 3.53 ± 1.45 
 7 M8N2 N 4 0.89 ± 0.36 0.168 
 
T 8 0.66 ± 0.20 
 8 M9N2 N 4 1.21 ± 0.25 *0.030 
 
T 8 0.84 ± 0.24 
 9 NeuAc3H3N3M3N2F N 4 0.80 ± 0.30 *0.002 
  T 8 2.36 ± 0.68   
$ N, Healthy sera; T, CCA sera 
* p < 0.05, considered significant difference 
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2. กำรเปลี่ยนแปลงกำรแสดงออกของสำรคำร์โบไฮเดรตชนิด N-glycans ในซีรัมของผู้ป่วยมะเร็งท่อน  ำดี 
และซีรัมของประชำกรปกติ  
ด้üยเทคนิค mass spectrometry ÿามารถüิเคราะĀ์โครงÿร้างและýึกþาเปรียบเทียบการแÿดง 
ออกของÿารคาร์โบไฮเดรตชนิด N-glycans ในซีรัมของผู้ป่üยมะเร็งท่อน  าดีและซีรัมของประชากรปกติโดย 
พบü่าÿารคาร์โบไฮเดรตชนิด N-glycans ที่มีโครงÿร้างแบบ high-mannose type, M6N2 (structure 3, 
p=0.044) และโครงÿร้างแบบ tri-antennary complex type, NeuAc3H3N3M3N2F (structure 9, 
p=0.002) มีการแÿดงออกเพ่ิมมากขึ นอย่างมีนัยÿ าคัญทางÿถิติในซีรัมของผู้ป่üยมะเร็งท่อน  าดีเปรียบเทียบ 
กับซีรัมของประชากรปกติ ในทางตรงกันข้ามโครงÿร้างÿารคาร์โบไฮเดรตชนิด N-glycans แบบ high-
mannose type, M9N2 (structure 8, p=0.044) มีการแÿดงออกท่ีลดลง (ตารางที่ 1.) 
 
3. ควำมสัมพันธ์ของกำรแสดงออกของสำรคำร์โบไฮเดรตชนิด N-glycans ในซีรัมของผู้ป่วยมะเร็งท่อ 
น  ำดีกับลักษณะทำงพยำธิวิทยำและอำกำรทำงคลินิก  
คüามÿัมพันธ์ระĀü่างการแÿดงออกของÿารคาร์โบไฮเดรตทั ง 3 โครงÿร้างที่มีคüามแตกต่างอย่างมี 
นัยÿ าคัญทางÿถิติในซีรัมของผู้ป่üยมะเร็งท่อน  าดีเทียบกับประชากรปกติโดย univariate analysis พบü่า 
การแÿดงออกที่เพ่ิมขึ นของ M6N2 (structure 3) และ NeuAc3H3N3M3N2F (Structure 9) มีคüาม 
ÿัมพันธ์กับอายุของผู้ป่üยมะเร็งท่อน  าดีที่มีอายุน้อยกü่า 60 ปี (p=0.028 และ p=0.005 ตามล าดับ) และ ไม่
พบคüามÿัมพันธ์ที่มีนัยÿ าคัญทางÿถิติระĀü่างการแÿดงออกของ M9N2 (Structure 8) กับอายุ เพý ชนิด
ของเนื อเยื่อมะเร็ง (histologic types) ระดับขั นของมะเร็ง (tumor stages) และการแพร่กระจาย (vascular 
or lymphatic invasion) (ตารางที ่2.)  
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ตำรำงที่ 2. ควำมสัมพันธ์ของกำรแสดงออกของสำรคำร์โบไฮเดรตชนิด N-glycans ในซีรัมของผู้ป่วย 
มะเร็งท่อน  ำดีกับลักษณะทำงพยำธิวิทยำและอำกำรทำงคลินิก (n = 8)  
Variables 
M6N2 
expression   
M9N2 
expression   
NeuAc3H3N3M3N2F 
expression 
  Low  High p-value Low  High p-value Low  High p-value   
Age (y) 
            <60 1 3 0.028* 1 3 0.157 0 4 0.005* 
   ≥60 4 0 
 
3 1 
 
4 0 
  Sex 
            Male 3 2 0.850 2 3 0.465 3 2 0.465 
   Female 2 1 
 
2 1 
 
1 2 
  Histologic type 
            Papillary  2 0 0.206 1 1 1.000 2 0 0.102 
   Nonpapillary  3 3 
 
3 3 
 
2 4 
  Stage 
             III 2 1 0.850 2 1 0.465 2 1 0.465 
    IV 3 2 
 
2 3 
 
2 3 
  Lymphatic 
Invasion 
            Present 3 1 0.465 2 2 1.000 2 2 1.000 
   Absent 2 2 
 
2 2 
 
2 2 
  Vascular Invasion 
            Present 2 0 0.206 2 0 0.102 2 0 0.102 
   Absent 3 3   2 4   2 4    
* p < 0.05, considered statistically significant  
 
 
 บทที่ 5  
สรุปผลกำรวิจัย อภิปรำยผล และข้อเสนอแนะ 
 การเพ่ิมปริมาณการแÿดงออกของÿารไกลโคโปรตีนมีการรายงานในกลุ่มของโรคติดต่อ กลุ่มของโรค 
เรื อรัง รüมถึงในกลุ่มของโรคมะเร็ง ÿารคาร์โบไฮเดรตĀลายชนิดถูกน ามาประยุกต์ใช้ในการเป็นÿารชี üัด 
ชüีภาพ (biomarkers) ของโรค การüิจัยครั งนี เป็นการýึกþาเปรียบเทียบการแÿดงออกของÿารคาร์โบไฮเดรต 
ชนิด N-glycans ในซีรัมของผู้ป่üยมะเร็งท่อน  าดีกับซีรัมของประชากรปกติโดยอาýัยเทคนิค mass spectro- 
metry 
 จากผลการทดลองพบü่า ในจ านüนผู้ป่üยมะเร็งท่อน  าดี 8 รายและประชากรปกติ 4 ราย ÿารคาร์โบ- 
ไฮเดรตชนิด N-glycan ที่มีการแÿดงออกแตกต่างกันอย่างมีนัยÿ าคัญทางÿถิติ ได้แก่ M6N2 (structure 3, 
p=0.044), M9N2 (structure 8, p=0.030) และ NeuAc3H3N3M3N2F (structure 9, p=0.002) โดย 
M6N2 และ NeuAc3H3N3M3N2F มีการแÿดงออกเพ่ิมขึ นในซีรัมของผู้ป่üยมะเร็งท่อน  าดี ÿ่üน M9N2 มี
การแÿดงออกลดลง การแÿดงออกที่เพ่ิมขึ นของโครงÿร้างÿารคาร์โบไฮเดรตแบบ high-mannose type 
ÿอดคล้องกับที่มีรายงานในโรคมะเร็งชนิดอ่ืนๆ ได้แก่ มะเร็งเต้านม (breast cancer) (81, 82) และมะเร็ง 
ล าใÿ้ใĀญ่ (colorectal cancer) (83) การเพ่ิมขึ นของ M6N2 แÿดงถึงกลไกการเติมÿารคาร์โบไฮเดรต 
(glycosylation) ที่ไม่ÿมบูรณ์ของ N-linked glycosylation และÿัมพันธ์กับการด าเนินโรคของมะเร็งท่อ 
น  าดี 
การแÿดงออกที่เพ่ิมขึ นอย่างมีนัยÿ าคัญของ core fucosylated tri-antennary N-glycans; 
NeuAc3H3N3M3N2F (Structure 9) ในซีรัมของผู้ป่üยมะเร็งท่อน  าดี แÿดงถึงการเปลี่ยนแปลงของÿาร 
คาร์โบไฮเดรตที่พบได้ในโรคมะเร็งและมีรายงานในมะเร็งชนิดต่างๆ ได้แก่ มะเร็งเต้านม (breast cancer) 
(81) มะเร็งล าใÿ้ใĀญ่ (colorectal cancer) (83) มะเร็งตับ (hepatocellular carcinoma) (84) และ มะเร็ง
รังไข่ (ovarian cancer) (85) มีการรายงานคüามÿัมพันธ์ของโครงÿร้างแบบ core fucosylated กับการ
แพร่กระจาย (metastasis) ของมะเร็ง (86) และลักþณะโครงÿร้างของÿารคาร์โบไฮเดรตแบบ tri-
antennary N-glycans ยังมีคüามเกี่ยüข้องกับการแพร่กระจายของมะเร็งและถูกใช้เป็นÿารชี üัดชีüภาพ 
(tumor biomarker) ในการติดตามโรคมะเร็ง (87) ÿารคาร์โบไฮเดรต NeuAc3H3N3M3N2F ที่พบการ 
แÿดงออกมากขึ นในมะเร็งท่อน  าดี บ่งบอกถึงคüามÿัมพันธ์และการมีบทบาทกับการด าเนินโรค 
ÿารคาร์โบไฮเดรต M9N2 ที่มีการแÿดงออกลดลงอย่างมีนัยÿ าคัญ แÿดงถึงกระบüนการ glycosyla- 
tion ที่มีการตัดโครงÿร้างแบบ high-mannose type ของ M9N2 และเพ่ิมการÿร้างโครงÿร้างแบบ   
complex และ hybrid type มากขึ นในมะเร็งท่อน  าดี การลดลงของÿารคาร์โบไฮเดรตแบบ high-mannose 
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type N-glycans มีรายงานในซีรัมของผู้ป่วยมะเร็งรังไข่ (ovarian cancer) (88) และมะเร็งกระเพาะอาĀาร 
(gastric cancer) (89) การเปลี่ยนแปลงที่เกิดขึ นของ high-mannose type N-glycans; M6N2 และ M9N2 
ในมะเร็งท่อน  าดีแÿดงถึงความซับซ้อนของกระบวนการ N-linked glycosylation ของÿารคาร์โบไฮเดรต กับ
การด าเนินโรค  
จากข้อมูลโครงÿร้างและปริมาณการแÿดงออกของÿารคาร์โบไฮเดรตในมะเร็งท่อน  าดีÿามารถอ้างถึง 
การเปลี่ยนแปลงของเอนไซม์ที่เกี่ยวข้องในกระบวนการ N-linked glycosylation การเพ่ิมขึ นของโครงÿร้าง 
แบบ tri-antennary structures แÿดงถึงการเปลี่ยนแปลงของกลุ่มเอนไซม์ glycosyltransferases ที่ÿ าคัญ 
ได้แก่ GnT-III, GnT-IV และ GnT-V โดยเฉพาะ GnT-V ที่มีความÿัมพันธ์กับกระบวนการแพร่กระจาย ของ
มะเร็ง (cancer metastasis) และ GnT-III ซึ่งเกี่ยวข้องกับกระบวนการยับยั งการเจริญของมะเร็ง  (cancer 
suppression) (87) การพบโครงÿร้างÿารคาร์โบไฮเดรตที่มี terminal sialic acid (NeuAc) จ านวนมากใน
ซีรัมของผู้ป่วยมะเร็งท่อน  าดี แÿดงถึงการแÿดงออกที่มากขึ นของกลุ่มเอนไซม์ sialyl-transferase ได้แก่ 
ST3Gal และ ST6Gal ซึ่งเป็นกลุ่มเอนไซม์ที่มีบทบาทความÿ าคัญในการด าเนินโรค ของมะเร็ง (90) 
ความÿัมพันธ์ระĀว่างการแÿดงออกของÿารคาร์โบไฮเดรตชนิด N-glycan ในซีรัมของผู้ป่วยมะเร็ง 
ท่อน  าดีกับพยาธิวิทยาและอาการทางคลินิก โดยพบว่าการแÿดงออกที่เพ่ิมขึ นของ M6N2 และ NeuAc3- 
H3N3M3N2F มีความÿัมพันธ์กับอายุของผู้ป่วยมะเร็งท่อน  าดีที่มีอายุต่ ากว่า 60 ปี ความÿัมพันธ์ของอายุ กับ
การเปลี่ยนแปลงของÿารคาร์โบไฮเดรตชนิด N-glycan มีการรายงานในคนเชื อÿายยุโรป (Belgians และ 
Italians) (91) และคนเชื อÿายจีน (Chinese) (92) โรคมะเร็งท่อน  าดีเป็นโรคที่พบได้น้อยมากในกลุ่มคน ที่
อายุน้อยกว่า 40 ปี การเปลี่ยนแปลงของ N-glycans ในซีรัมของผู้ป่วยมะเร็งท่อน  าดีอาจมีผลมาจากทั ง การ
เป็นมะเร็งและอายุของผู้ป่วย 
กล่าวโดยÿรุป การเปลี่ยนแปลงของÿารคาร์โบไฮเดรตชนิด N-glycans ในซีรัมของผู้ป่วยมะเร็ง ท่อ
น  าดีแÿดงถึงการมีบทบาทของÿารคาร์โบไฮเดรตในการเจริญและพัฒนาของมะเร็ง ÿารคาร์โบไฮเดรต M6N2 
และ NeuAc3H3N3M3N2F ที่มีการแÿดงออกเพ่ิมขึ นอย่างมีนัยÿ าคัญในซีรัมของผู้ป่วยมะเร็งท่อน  าดี อาจ
น าไปÿู่การพัฒนาเป็นÿารชี วัดชีวภาพ (biomarkers) ของมะเร็งท่อน  าดีได ้
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Abstract. Changes in protein glycosylation have been reported 
in various types of cancer, including cholangiocarcinoma 
(CCA). Nanospray ionization-linear ion trap mass spectrometry 
(NSI-MSn) was used in the present study to determine the 
comparative structural glycomics of the N-linked glycans 
in the serum of patients with CCA compared with healthy 
controls. A total of 5 high-mannose and 4 complex N-linked 
glycans were detected. Mannose7-N-acetyl-glucosamine2 
was the most abundant structure among the high-mannose 
types (control 12.12±2.54 vs. CCA 9.27±2.66%), whereas 
NeuAc2H2N2M3N2 predominated the complex types (control 
61.17±2.55 vs. CCA 64.68±4.23%). The expression of 3 different 
N‑glycans differed significantly between the CCA cases and 
controls. These included mannose6-N-acetyl-glucosamine2 
(P=0.044), mannose9-N-acetyl-glucosamine2 (Ρ=0.030) 
and NeuAc3H3N3M3N2F (Ρ=0.002). These three glycan 
structures may therefore be associated with tumor progression 
in CCA and may be useful for its diagnosis.
Introduction
Cholangiocarcinoma (CCA), a cancer of the bile duct, is a 
major health problem in Northeastern Thailand and Southeast 
Asia. It is associated with infestation by the liver fluke 
Opisthorchis viverrini (1). The incidence of CCA is high in 
East and Southeast Asia and its incidence is also increasing in 
England, the USA and Australia (2,3). Diagnoses of CCA are 
usually made when the disease is advanced or disseminated, 
meaning that the prognosis of patients is poor; therefore, novel 
target biomarkers are required to enable early diagnosis of 
CCA, as well as increase the therapeutic efficacy of treatments 
for CCA.
Protein glycosylation is the most common post-transla-
tional modification that occurs in human proteins (4,5). It 
is important in cell and tissue development, host-pathogen 
interactions, inflammation and malignancy (6). Alterations in 
protein glycosylation have been reported in various diseases, 
including different types of cancer (7). Identifying altered 
cancer-associated glycoproteins may facilitate the development 
of potential biomarkers of cancer or novel targets for treatment.
A number of in vitro and in vivo molecular studies 
investigating glycoproteins in CCA have been performed. It 
has been demonstrated that the expression of sialyl-LewisA 
in the tissues of patients with CCA is associated with poor 
prognosis (8). Furthermore, a study using monoclonal anti-
bodies against serum glycoprotein mucin 5AC revealed that 
levels of serum glycan epitope (S121) are associated with 
patient prognosis and is specific to CCA (9). This asso-
ciation was investigated further in an animal model. It was 
demonstrated that the glycan epitope (S121) was expressed in 
the cytoplasm and apical surface of biliary cells during the 
early stages of tumor development, and that this expression 
increased further with tumor progression (10). Immunohisto-
chemical studies have revealed that N-acetylglucosamine 
(GlcNAc) (11) and O-GlcNAc transferase are overexpressed 
in CCA (12). Furthermore, the results of ELISA performed 
on the serum of patients with CCA revealed that the 
association between glycan epitope CA-S27 and patient 
prognosis is specific to CCA and may have immunodiagnostic 
value (13).
It has been demonstrated that the lectin microarray-based 
sero-biomarker is able to detect O-linked glycosylation in 
CCA (14). Furthermore, using different CCA cell lines, it has 
been revealed that different histological types of CCA exhibit 
differential expression levels of O-glycans (15). In-depth 
characterization of the glycans expressed in the serum of 
patients with CCA may facilitate the identification of potential 
CCA biomarkers.
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The present study assessed the structural glycomics of 
N-glycans in the serum of patients with CCA compared 
with healthy controls. Three candidate glycan markers were 
proposed and it was hypothesized that these specific glycans 
may aid in the development of diagnostic and/or therapeutic 
markers of CCA.
Patients and methods
Reagents. Sodium borohydride and sodium hydroxide were 
purchased from Sigma-Aldrich; Merck KGaA (Darmstadt, 
Germany). Fetuin glycoprotein standard was obtained from 
Sigma-Aldrich; Merck KGaA. D-galactose, D-mannose and 
N-acetyl-D-glucosamine were obtained from EMD Millipore 
(Billerica, MA, USA).
Patients with CCA and healthy controls. A total of 8 serum 
samples from patients with CCA (mean age, 60.25±9.59; 
3 females and 5 males) and 4 samples from healthy controls 
(mean age, 41.75±16.88; 3 females and 1 male) were obtained 
from participants recruited between January 2014 and May 2014 
in the Liver Fluke and Cholangiocarcinoma Research Center, 
Faculty of Medicine, Khon Kaen University (Khon Kaen, 
Thailand). Patients were enrolled in the study if they had been 
diagnosed with intrahepatic CCA and had no apparent chronic 
inflammatory diseases, including diabetes mellitus or rheuma-
toid arthritis. The Ethics Committee of Khon Kaen University 
reviewed and approved the study protocol (registration number 
HE521209) and patients provided informed consent for the 
use of their material in the present study. Through peripheral 
venipuncture, a single blood sample was drawn into a 10 ml 
BD Vacutainer sterile vacuum tube (BD Biosciences, Franklin 
Lakes, NJ, USA) in the absence of anticoagulant. Blood was 
immediately centrifuged at 1,000 x g for 10 min at room 
temperature. The serum supernatant was collected and centri-
fuged at 2,500 x g for 10 min at room temperature. Following 
liquidation, serum was maintained at ‑80˚C until use.
Preparation of protein powder from the serum of patients 
with CCA and healthy controls. Preparation of protein powder 
from the serum of patients with CCA and healthy controls 
was performed following a previously described protocol (16). 
Briefly, 50 µl serum obtained from patients with CCA and 
healthy controls were dissolved on ice in cold 50% methanol. 
The serum mixture was then extracted in a 4:8:3 ratio of chloro-
form to methanol to water for 2 h at room temperature. Extracts 
were centrifuged at 2,500 x g for 15 min at room temperature. 
The resulting pellets were then dried under nitrogen and stored 
at ‑20˚C until further use.
Preparation of glycopeptides and release of N-glycans. 
The preparation of glycopeptides and release of N-glycans 
was performed as previously described (16). Briefly, 1 mg 
protein powder from the serum of patients with CCA and 
healthy controls was digested with trypsin and chymotrypsin 
for 18 h at 37˚C in 0.1 M Tris‑HCl (pH 8.2) containing 
1 mM CaCl2. Digestion products were enriched and freed 
of contaminants using a 1 ml Sep-Pak C18 cartridge column 
(Waters Corporation, Milford, MA, USA), as described by 
Aoki et al (17). Glycopeptides were then digested with 2 µl 
peptide N-glycosidase F (7.5 U/ml, New England BioLabs, 
Inc., Ipswich, MA, USA) in 50 µl 20 mM sodium phosphate 
buffer (pH 7.5) for 18 h at 37˚C. Released glycans were sepa-
rated from peptides and enzymes by passing through a 1 ml 
Sep-Pak C18 cartridge high-performance liquid chromatog-
raphy column.
Permethylation of glycans. Released glycan mixtures were 
permethylated as described by Anumula and Taylor (18). Briefly, 
released glycan mixtures were permethylated under water-free 
conditions using 500 µl DMSO, 10 µg NaOH and 200 µl 
methyliodide (all Sigma-Aldrich; Merck KGaA) for 30 min at 
room temperature. Permethylated glycans were then extracted 
with dichloromethane and dried under a stream of nitrogen.
Nanospray ionization-linear ion trap mass spectrometry 
(NSI-MSn). NSI-MSn was performed as described by 
Aoki et al (17). Briefly, permethylated glycans were dissolved 
in 1 mM NaOH in 50% methanol and infused directly into a 
linear ion trap mass spectrometer (LTQ Orbitrap Discovery; 
Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham, MA, USA) using a 
Thermo Fisher Scientific™ nanospray ion source (Thermo 
Fisher Scientific, Inc.). MS analysis was performed in a 
positive ion mode and MS/MS spectra (at 28% collision 
energy) were obtained using the total ion mapping function 
of the Xcalibur software (version 2; Thermo Fisher Scientific, 
Inc.). The fragmentation derived from the MS/MS spectra was 
identified using the nomenclature described by Domon and 
Costello (19).
Glycomic analysis of N-glycans in the serum of patients 
with CCA and healthy controls. The expression of glycans 
from the serum of patients with CCA and healthy controls 
were qualitatively and quantitatively compared. The glycans 
from these sera were enzymatically released, purified and 
analyzed in their permethylated forms using positive ion 
NSI‑MS/MS. Identification of the glycan structures was based 
on the i) NSI-MS parent mass ion; ii) NSI-MS/MS fragmen-
tation ion; and iii) similarity to known glycan structures 
and known biosynthetic limitations. The prevalence of each 
individual glycan (percentage total profile) in each profile was 
quantified by comparing its signal intensity to the sum of the 
signal intensities for all identified glycans.
Statistical analysis. The respective prevalence of glycans 
(percentage total profile) in the sera of patients with 
CCA vs. healthy controls was reported as the mean ± standard 
deviation. The difference in the expression between groups 
was analyzed using the independent t-test. Cross-tabulations 
were analyzed using the χ2 test to determine the association 
between N-glycan expression and the clinicopathological 
features of CCA. All analyses were performed using SPSS 
statistical software (version 19.0; SPSS, Inc., Chicago, IL, 
USA) and P<0.05 was considered to indicate a statistically 
significant difference.
Results
Structural characterization of N-glycans in the serum from 
patients with CCA and healthy controls. The N-glycan 
ONCOLOGY LETTERS  15:  1030-1036,  20181032
Table I. Characteristics and prevalence of N-linked glycans in the serum of patients with CCA compared with healthy controls.
Structure Group Number Relative abundance, % P-value
M5N2 N 4 2.45±0.24 0.247
 T 8 2.19±0.39 
NeuAc1H2N2M3N2 N 4 14.21±2.18 0.248
 T 8 12.58±2.17 
M6N2 N 4 3.13±0.56 0.044a
 T 8 3.91±0.55 
NeuAc2H2N2M3N2 N 4 61.17±2.55 0.162
 T 8 64.68±4.23 
M7N2 N 4 12.12±2.54 0.106
 T 8 9.27±2.66 
NeuAc2H2N3M3N2F N 4 3.99±0.50 0.554
 T 8 3.53±1.45 
M8N2 N 4 0.89±0.36 0.168
 T 8 0.66±0.20 
M9N2 N 4 1.21±0.25 0.030a
 T 8 0.84±0.24 
NeuAc3H3N3M3N2F N 4 0.80±0.30 0.002a
 T 8 2.36±0.68 
The prevalence of each indicated glycan is expressed as a percentage of the total pool of detected glycans (% total profile, mean ± standard 
deviation). aP<0.05 vs. N. N, healthy sera; T, CCA sera; CCA, cholangiocarcinoma.
Figure 1. MS spectra of permethylated N-linked glycans in the serum of patients with CCA compared with healthy controls, as detected using NSI-MS. 
Glycans released from the serum of patients with CCA and healthy controls were permethylated and analyzed. MS spectra present the predominance of the 
complex type and high‑mannose type oligosaccharides in (A) healthy sera vs. (B) CCA sera. The glycan profiles (A vs. B) demonstrate similar glycan patterns, 
but they differ in their relative quantities. Glycans were detected as doubly [2+] and triply charged species [3+]. The graphical representation of monosac-
charide residues are defined in the figure and are consistent with the suggested nomenclature of the Consortium for Functional Glycomics (http://glycomics.
scripps.edu/CFGnomenclature.pdf). MS, mass spectrometry; CCA, cholangiocarcinoma; NSI-MS, nanospray ionization-linear ion trap mass spectrometry; 
m/z, mass/charge ratio; Glc, N-acetylglucosamine.
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profiles in the serum of patients with CCA and healthy 
controls are presented in Fig. 1. N-glycans were assigned 
as high-mannose (M5-9N2; Structures 1, 3, 5, 7 and 8) or 
complex types (NeuAc1-3Hex2-3HexNAc2-3 + M3N2F0-1; 
Structures 2, 4, 6 and 9). High-mannose N-glycans were 
detected from M5N2-M9N2. Complex N-glycans were 
detected as bi-and tri-antennary structures with the terminal 
galactose and sialic acid (N-acetylneuraminic acid; NeuAc). 
A summary of N-glycan structures in the sera of patients 
with CCA and healthy controls, and their relative abundance 
is presented in Table I. The representative fragmentation 
of the high-mannose type and complex type N-glycans are 
presented in Fig. 2.
Altered expression of N-glycan structures in serum from 
patients with CCA compared with healthy controls. N-glycans 
in the serum of patients with CCA and healthy controls 
were qualitatively and quantitatively assessed using positive 
ion NSI-MS/MS (Table I). The detected N-glycans were 
high-mannose-and complex types (bi-and tri-antennary struc-
tures) with the terminal galactose and sialic acid (NeuAc). The 
expression of the high-mannose type N-glycan, M6N2 (struc-
ture 3) and the complex tri-antennary N-glycan containing a 
core fucose and terminal tri-sialic acid, NeuAc3H3N3M3N2F 
(structure 9), were significantly increased in the serum of 
patients with CCA compared with healthy controls (P=0.044 
and P=0.002, respectively). By contrast, the expression of the 
Figure 2. Representative MS/MS spectra of permethylated N-linked glycans from the sera of patients with cholangiocarcinoma. Fragmentation of 
(A) parent ion at m/z=9042+ of high-mannose type structure and (B) parent ion at m/z=12763+ of complex type structure are depicted. The parent ion at 
m/z=9042+ (structure 3) fragments in MS2 to give m/z=7652+ (loss of reducing end GlcNAc; ∆m/z=1392+) and m/z=7952+ (loss of terminal man; ∆m/z=1092+). 
The parent ion at m/z=12763+ (structure 9) fragments in MS2 to give m/z=11053+ and 10253+ [loss of terminal NeuAc (first) and NeuAc (second) respec-
tively; ∆m/z=1253+] and m/z=398 (terminal NeuAc with Na+). MS, mass spectrometry; m/z, mass/charge ratio; GlcNAc, N-acetylglucosamine; NeuAc, 
N-acetylneuraminic acid.
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high-mannose N‑glycan M9N2 (structure 8) was significantly 
decreased in patients with CCA compared with healthy 
controls (P=0.030).
Serum N-glycan expression and clinicopathological features 
of CCA. The association between the expression of the three 
differentially expressed N-glycans in the serum of patients 
with CCA and clinicopathological features of CCA were quan-
titatively analyzed. High expression of M6N2 (structure 3) and 
NeuAc3H3N3M3N2F (structure 9) were associated with an age 
<60 years (P=0.028 and P=0.005, respectively). However, there 
were no significant associations between M9N2 (Structure 8) 
expression and patient age, sex, histological type, tumor stage, 
vascular or lymphatic invasion (Table II).
Discussion
Aberrant protein glycosylation has been reported in various 
diseases, including cancer, and certain glycan structures are 
well-known tumor markers. The present study demonstrated 
the comparative structural glycomics of the N-glycans in the 
serum from patients with CCA compared with healthy controls 
using MS.
The expression of 3 N-glycans, including M6N2 
(structure 3; P=0.044), M9N2 (structure 8, P=0.030) and 
NeuAc3H3N3M3N2F (structure 9; P=0.002), differed 
significantly between the 4 controls and 8 patients with CCA. 
The expression of M6N2 and NeuAc3H3N3M3N2F were 
significantly increased in the serum of patients with CCA, 
whereas M9N2 expression was significantly decreased. The 
increased expression of high-mannose N-glycans in patients 
with CCA is consistent with the results of previous studies 
investigating N-glycan expression in different types of 
cancer, including breast (20,21) and colorectal cancer (22). 
The increased expression of M6N2 high-mannose structures 
indicates an incomplete maturation of the N-glycans in the 
glycosylation process and an association with CCA tumor 
progression.
The significant increase of core fucosylated tri‑antennary 
N-glycans (NeuAc3H3N3M3N2F; structure 9) in the serum 
of patients with CCA may be an example of the alteration to 
the glycomic profile observed in different types of cancer, 
including breast cancer (20), colorectal cancer (22), hepatocel-
lular carcinoma (23) and ovarian cancer (24). Furthermore, 
core fucosylation has been identified as an important feature 
in tumor progression and is associated with increased cancer 
metastasis (25). Tri-antennary N-glycans and core fucose 
structures have been associated with cancer metastasis and 
serve as a useful tumor biomarker (26); This suggests that 
these N-glycans may be associated with tumor progression in 
patients with CCA.
M9N2 was significantly decreased in CCA, indicating an 
increase in the glycosylation process that decreases M9N2 
expression to produce complex and hybrid oligosaccharides 
in CCA. Decreased levels of high-mannose type of N-glycans 
have been detected in ovarian (27) and gastric cancer (28). 
Table II. Association between N-linked glycan expression and the clinicopathological features of patients with CCA. 
   NeuAc3H3N3M3N2F
 M6N2 expression M9N2 expression expression
 ------------------------------------------------------ ------------------------------------------------------ -----------------------------------------------------
Variable Low High P-value Low High P-value Low High P-value
Age, years
  <60 1 3 0.028a 1 3 0.157 0 4 0.005a
  ≥60 4 0  3 1  4 0  
Sex
  Male 3 2 0.850 2 3 0.465 3 2 0.465
  Female 2 1  2 1  1 2  
Histological type          
  Papillary  2 0 0.206 1 1 1.000 2 0 0.102
  Non-papillary  3 3  3 3  2 4  
Stage          
   III 2 1 0.850 2 1 0.465 2 1 0.465
   IV 3 2  2 3  2 3  
Lymphatic Invasion          
  Present 3 1 0.465 2 2 1.000 2 2 1.000
  Absent 2 2  2 2  2 2  
Vascular Invasion          
  Present 2 0 0.206 2 0 0.102 2 0 0.102
  Absent 3 3  2 4  2 4
n=8; aP<0.05 vs. low expression. CCA, cholangiocarcinoma.
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Furthermore, the alteration of high-mannose glycans, 
M6N2 and M9N2, may be due to a more complex process 
that occurs during biosynthetic machinery, involving CCA 
glycosylation.
Based on the glycan structural analysis, the changes 
in glycan expression that occur during CCA may reflect 
specific changes that occur in glycosyltransferase expression. 
The increase of tri-antennary structures may be attributed 
to the altered expression of glycosyltransferases, including 
N-acetylglucosaminyltransferase (GnT)-III, -IV and-V. GnT-V 
is markedly associated with cancer metastasis, whereas GnT-III 
is associated with cancer suppression (26). The abundance 
of terminal sialic acid (NeuAc) in CCA may be attributed 
to the dominant activity of sialyltransferases, including ST3 
β-galactoside α-2,3-sialyltransferase 3 and ST6 β-galactoside 
α-2,6-sialyltransferase, that represent the majority of glycos-
yltransferases in CCA and may serve a pivotal role in cancer 
progression (29).
The present study identified an association between 
N-glycan expression and age in patients with CCA. The 
increased expression of M6N2 and NeuAc3H3N3M3N2F 
is associated with an age of <60 years old in patients with 
CCA. Age-related changes in the expression of human serum 
N-glycans have been reported in European (30) and Chinese 
patients (31). CCA is rarely diagnosed in patients <40 years 
old; changes in the expression of N-glycans in the serum of 
patients with CCA may occur due to tumorigenicity and aging.
In conclusion, the altered expression of N-glycans in 
the serum of patients with CCA indicate that they serve an 
important role in tumor growth and progression. M6N2 and 
NeuAc3H3N3M3N2F, which exhibit significantly increased 
expression in the serum of patients with CCA, may therefore 
be potentially promising biomarkers for CCA.
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